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RESUME

La brucellose est une zoonose qui se transmet trés facilement a I’homme, avec un taux de
prévalence élevé dans le monde, notamment dans les pays méditerranéens. Bien que son
importance n’ait pas été sous-estimée, qu’est encore endémique en Algérie. Sur cette base, nous
avons mené une ¢étude transversale dans la wilaya de Tébessa entre Novembre 2021 jusqu’a
Avril 2022 ; pour estimer la séroprévalence des anticorps anti- Brucella spp. Chez 488
personnes présentant dans divers établissements de santé distribués dans différentes communes
de la wilaya, pour évaluer une éventuelle association statistique entre la séropositivité

individuelle avec certains facteurs de risque putatifs.

L’utilisation de test de 1’épreuve de I’antigéne tamponné (EAT) a révélé un taux de
séroprévalence apparente de 34.43% (IC 95% : 30.21 — 38.64); le modele de régression
logistique multivariable a montré que deux variables ont été associé significative ent avec la
séropositivité individuelle : Présence des signes cliniques (OR=3.93 ; IC 95% : 1.34 — 11.53;
p=0.012) et | e traitement (OR = 201.95 ; IC 95% : 75.89 — 537.4 ; p= 0.000). Cependant ; le
modele d’analyse de classes latentes par approche bayésienne a donné un taux de
séroprévalence individuelle réelle de 33.3% (IC 95% : 28.7 — 37.9), ce modele a permet aussi
d’évaluer les paramétres intrinséques (Sensibilité = 97.6%, IC 95% : 93.7 — 99.9 et Spécificité
=96.9%, IC 95% : 92.8 — 99.1) et extrinséques (VPP = 93.6%, IC 95% : 89.8 —97.1 et VPN =
93.9%, IC 95% : 85.8 — 98.2 ) de test EAT. Le résultat de cette étude montre 1I’importance de
mener des autres études plus puissantes, pour évaluer le risque des infections brucelliques chez
I’Homme, et ainsi pour évaluer les performances des autres tests de diagnostic. De plus, des
campagnes de sensibilisation diffusée aux populations a risque pour lutter contre les risques
potentiels de la brucellose rend importante.

Mots clés : Brucella. Zoonose. Homme. EAT. Facteurs de risque. Tébessa. Algérie.



ABSTRACT

ABSTRACT

Brucellosis a zoonosis that is very easily transmitted to humans, with a high prevalence
rate world wide, particularly in Mediterranean countries. Although its importance has not been
underestimated, it is still endemic in Algeria. On this basis, we conducted a cross-sectional
study in the wilaya of Tébessa between November 2021 until April 2022 ; to estimate the
seroprevalence of antibodies to Brucella spp. In 488 people presenting in various health
establishments distributed in different municipalities of the wilaya, to evaluate a possible

statistical association between individual seropositivity with some putative risk factors.

The use of the buffered antigen test (EAT) revealed an apparent seroprevalence rate of
34.43% (95% ClI : 30.21 — 38.64) ; the multivariable logistic regression model showed that two
variables were significantly associated with individual seropositivity : Presence of clinical
signs(OR=3.93; 95% CI : 1.34 - 11.53 ; p=0.012) and treatment(OR =201.95 ; C1 95% : 75.89
—537.4 ; p=0.000). How ever ; the latent class analysis model by Bayes ian approach gave a
real individual seroprevalence rate of 33.3% (CI 95% : 28.7 — 37.9), this model also made it
possible to evaluate the intrinsic parameters(Sensitivity = 97.6%,CI 95% : 93.7 — 99.9 and
Specificity = 96.9%, 95% CI : 92.8 — 99.1) and extrinsic(PPV = 93.6%, Cl 95% : 89.8 — 97.1
and VPN = 93.9%, CI 95% : 85.8 — 98.2) of EAT test. The result of this study shows the
importance of conducting other more powerful studies to assess the risk of brucella infections
in humans, and thus to assess the performance of other diagnostic tests. In addition, awareness
campaigns disseminated to at-risk populations to combat the potential risks of brucellosis make

it important.

Keywords : Brucella. Zoonosis. Man. EAT. Risk factors. Tebessa.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La lutte contre les zoonoses est une priorité absolue pour les gouvernements et les
décideurs des pays développés. En effet, ces maladies, qui peuvent affecter a la fois les humains
et les animaux, ont un impact significatif qui est aggravé par le fait qu’elles affectent les deux

considérations sanitaires et économiques.

Parmi ces zoonose le cas de la brucellose ; est I'une des zoonoses les plus répandues dans
le monde. Sa transmission a I’homme se fait par des coccobacilles du genre Brucella, a travers
le contact professionnel direct avec les animaux contaminés ou la consommation de produits
laitiers non pasteurisés. On estime que 50 a 100 millions de personnes sont infectées par cette
épidémie chaque année dans le monde. Bien que la maladie soit connue endémique dans les

pays du pourtour méditerranéen (Garin-Bastuji, 1993).

Les symptomes de la brucellose sont généralement non spécifiques et comprennent une
forte fievre, des sueurs nocturnes et des douleurs articulaires. Comme il s’agit d’une infection
systémique, les caracteéristiques cliniques et de laboratoire de la brucellose ont tendance a varier
(Olsen,S.C., 2013) . Le diagnostic de laboratoire est indispensable face a la faible spécificité
du diagnostic clinique ; il existe deux types de diagnostic, direct (Polymérase chaine reaction
«PCR» et le diagnostic bactériologique) et indirect (diagnostic sérologique). Le Diagnostic
indirect repose sur la détection ou I’augmentation du titre des anticorps spécifique ; les tests de
diagnostic indirect utilisées dans le diagnostic de la brucellose sont nombreuses, les plus utilisés
sont : Sérodiagnostic de Wright (SW), ELISA et Réaction a I’antigéne tamponnée ou test de
Rose Bengale (EAT) ; ce dernier reste un test peu couteux et applicable sur un grand échelle,
basé sur une réaction simple, rapide, sensible et spécifique d’agglutination sur lame en milieu

acide tamponné (Olsen,S.C.,2013).

En Algérie, la brucellose sévit depuis le début du 19°™ siécle, elle est a déclaration
obligatoire, et en démo-épidemique, touchant essentiellement (82% des cas) les zones rurales
d’¢levage d’animaux domestiques notamment : Laghouat, Biskra, Tébessa, Tiaret, Djelfa,
M’sila et Khenchela. Le nombre de cas humains reste important autour de 7000 cas par an c’est

ainsi que 1’Algérie est classée dixiéme mondiale en matiére d’incidence annuelle (Pappas et
al., 2006).



INTRODUCTION

Le choix de notre theme sur la rucellose a été justifié par la présence de facteurs de
risque de contraction du brucellose qui pourraient étre élevés dans cette ville a cause de la
Contacte directe avec les animaux. C’est une contamination directe (Cutanée, Avortement,
Placentas...) ou indirecte a cause des habitudes culinaires des habitants, telles que lait et dérivés

non pasteurisés. Nos objectifs dans cette étude sont :

> Estimer la séroprévalence des anticorps anti — Brucella spp. chez I’Homme dans la
région de Tébessa et par I’utilisation de test de Rose Bengale (EAT),

> Etudier les facteurs de risque potentiellement associés avec la séropositivité
individuelle, et

> Estimer la prevalence réelle, les paramétres intrinséques (Sensibilité et Spécificité) et
extrinséques (Valeurs prédictives positive et négative) de test utilisé.



PARTIE
BIBLIOGRAPHIQUE



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1 : la Brucellose

1. Historique de la découverte de la brucellose
La brucellose est I’une des premiéres maladies identifiées et peut étre présente depuis des
siecles.cette maladie a été caractérisée comme entité nosologique, au XIXe siécle, par des

médecins militaires anglais installés sur I’ile de Malte (Debeaumont et al., 2005).

Ainsi, la premiere description clinique fiable de la brucellose est attribuée a Allen Jeffery
Marston en 1859 (Debeaumont et al., 2005).

En 1887, David Bruce isola la bactérie responsable de la maladie dans la rate d’un soldat,
le germe eut le nom de Micrococcus melitensis. L’organisme a été détecté dans la rate de soldats
britanniques sur 1’ile de Malte et, par conséquent, la maladie était connue sous le nom de fievre
de Malte, En 1897, la présence d’anticorps agglutinants dans le sérum des malades fut
démontrée par Wright (SidibeMama.Dite.D, 2011).

En 1897 Hugues est un médecin militaire, décrit la sémiologie de cette fievre, et avec la
Commission de la fievre méditerranéenne il établit une relation entre I'infection humaine de I'ile

de Malte et l'atteinte du cheptel insulaire ovin et caprin (Simpson et al.,1929).

Aux Etats-Unis, Traun isole en 1914 une bactérie, responsable d'avortement chez les
truies, cette derniére est tres proche du bacille de Bang mais sans lui étre totalement semblable.
Il émet I'hypothese que ce bacille peut avoir plusieurs variétés (Toma et al., 1972). Aprés la
proposition de Meyer et Shaw en 1920, le genre BRUCELLA est adopté et fait déja apparaitre
deux especes:Mélitensis et Abortus(Grimaud,1985). En 1929 Huddleson reprend les résultats
des travaux de Traum et individualise une troisieme espece : Brucella suis .

L'existence de la brucellose en Algérie remonte au 19éme siecle. En effet, les premiéres
descriptions de la maladie ont été faites par Cochez en 1895, qui soupgonna I'existence de cette
maladie a Alger, puis en 1899 par Legrain dans la vallée de la Soummam - Au début du 20éme
siecle, elle fut reconnue par Brault, d'aprés les symptdmes cliniques, puisdémontrée
bactériologiquement pour la premiére fois par Gillot . Ainsi, elle fOt révélée en premier chez
I'nomme. Suite a ces observations, des recherches furent instituées en 1907 sur des élevages
caprins par Sergent et collaborateurs a Alger et Oran (Lounes et al., 2014).Ces études
révélérent I'infection non seulement des caprins mais aussi des autres animaux domestiques. Le

taux était élevé dans les élevages comprenant des chévres maltaises. A l'issue de ces travaux,
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le gouverneur général de I'Algérie pris un arrété interdisant I'importation de caprins et bovins
provenant de Malte (le berceau de la brucellose) Ceci ft les premieres mesures prophylactiques
prises contre la brucellose, en Algeérie. Plusieurs travaux de recherche furent entrepris de 1911
a 1956 confirmant la présence de la brucellose a I'Ouest(Oran), au Centre (Alger), a I'Est
(Constantine) et méme au Sud (Hoggar) Des la découverte de la brucellose

en Algérie, plusieurs travaux relierent son origine a I'importation de chévres espagnoles,
de chévres et vaches maltaises au nord; d'autres expliquent I'introduction de la maladie a I'ouest
du pays par les caravanes marocaines.

En 1940, Mignot affirma que I'existence de cette maladie dans le Hoggar n'aurait pu avoir

pour mode d'introduction que les caravanes maliennes (Lounes et al., 2014).

2. Définition de la brucellose

La brucellose ou fiévre de Malte est ensuite decrite dans de nombreux autres sites,sous
des dénominations variables : fievre ondulante (en raison de sa température oscillante présentés
par des personnes infectées) ou fievre méditerranéenne, fievre de Crimée, fievre de Gibraltar,
fievre de Chypre, fiévre de Crete, fievre de Constantinople etc... (Maurin, 2005).

La brucellose est une maladie infectieuse, contagieuse, a déclaration obligatoire chez les
bovins, les petits ruminants et les porcins dans plusieurs pays(Akakpo et al., 2009) .C’est une
zoonose bactérienne de genre brucella qui affecte aussi bien les humains que de nombreuses
espéces animales domestiques et sauvages, la brucellose est considérée comme 1'une des
zoonoses les plus répondues dans le monde (Akakpo, J.A., Ndour, A.P.N., (2013) &Megid et
al., 2014). Cependant, la maladien'est pas durable dans I'homme et l'infection humaine, est
souvent associée a la brucellose chez animaux domestiques ou sauvages(Godfroid et al., 2005)

La brucellose a longtemps porté des noms divers variables selon les pays, les époques et
les animaux concernés : fiévre de malte , fievre méditerranéenne (chez I'nomme) , avortement
épizootique (animaux), maladie de Bang (bovins) et épididymite contagieux du bélier (ovins)
(Bezzaoucha, A 2004) .

3. Etiologie

La brucellose se définit chez I’animal comme une maladie d’évolution chronique
affectant principalement les organes de la reproduction et dont la manifestation la plus fréquente
est I’avortement. Cette bactérie du genre Brucella, comprend 6 especes. Cette classification a

étébasée a I’origine sur la spécificité d’hote. Eneffet, B. melitensis infecte préférentiellement
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les ovins/ caprins, B. abortus, les bovins, B. suis, les porcins, B.ovis, les ovins, B. canis, le chien
et B. neotomae, un petit rat du désert .Par contre, ’hommen’est qu’un héte accidentel des
brucelles et n’enconstitue jamais le réservoir. Il n’y a donc pas de transmission interhumaine
de la maladie. B.melitensis est I’espéceen cause dans une grande majorité des cas humains,
tous continents et pays confondus . En revanche, quatre espéces de brucelles sont réputées
pathogénes pour I’Homme : B. melitensis, B. abortus, B.suis, B.canis(Young, 1995).

Tableau 1: Les différentes espéeces (nomenspecies) et biovras du genre brucella.Leurs
caractéristiques épiémiologiques et leurs povoirs pathogenes chez I'nomme(Garin-
Bastuji&Delcueillerie, 2001)

. ) Répartition géographique Hote animal Pathogénicité
Espece Biovars o ]
principale habituel chez I’homme
1a6.Et9 . ,
B. abortus Ubiquitaire Bovins. Ongules Modérée
sauvages
B. melitensis 143 bassin méditerranéen, Ovins, caprins, Forte
moyen orient ongulés sauvages
] Forte
B. suis let3 . ) o ]
) Amerique, Asie, Océanie Suidés Faible ?
B. suis 2 Europe centrale et _ HES
- Suidés et lievres
occidentale Rennes
) Amérique du Nord, Russie Modeéree
B. suis 4 RUSsie Rongeurs sauvages
] Forte
B. suis 5
B. canis Ubiquitaire (fréquence Chiens Faible
élevée en Amérique du sud)
B. ovis Bassin méditerranéen Ovins Nulle
B. neotomae Utah (états unis) Rats du désert Non connue
B. cetaceae Non connue Cétacés (dauphins) Non connue
B. pinnipediae Non connue Pinnipedes Non connue ®

(phoques, otaries)
4 Rares cas d’infections humaines rapportés dans la littérature (Mycol& 2016).

® Deux cas probables d’infection humaine. Rapportés chez des patients péruviens émigrés
récemment aux états unis.et présentant une atteinte neurologique, et comme facteurs de risque
une consommation réguliere de fromages frais et de fruits de mer crus (Haggag et al., 2016)
Plusieurs especes de Brucella existent mais ceux qui sont pathogénes pour I’homme sont
. B.melitensis, B.arbortus, B.suis, B.canis.ll en existe plusieurs especes du brucella : B
.melitensis (chez les chévres et ’homme) , B. abodus bovis et B. suis en 1929 chez le porc, B.

ovis en 1956 chez les ovins, B.neotomae en 1957 isolé chez un petit rongeur de régions
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désertiques, et B. canis isolé chez les canidés en 1968. Toutes ces especes ont été classées
d’apres leur phénotype et leur hote de prédilection. De plus, cette étude a montré que 1’agent
pathogene responsable d’avortements chez les Beagles appartenait également a ce genre et a

alors été dénomme B. canis (Young, 1995).

4. Agent pathogéne brucella

4.1 La Morphologie

Brucella appartient au groupe alpha des Proteo-bacteria et a la famille de Rhizobiaceae.
C’est un petit coccobacille, a Gram négatif, de 0,6-1,5 um de long et 0,5-0,7 um de diametre,
non mobile, non encapsulé, aérobie strict, catalase positif, oxydase habituellement positif
(Figurel). Sa croissance nécessite des milieux enrichis au sang, contenant 5 a 10 % de CO2 et
une température de croissance optimale de 34 °C. Du fait d’une faible réactivité biochimique,
I’identification de ces bactéries par les méthodes phénotypiques usuelles est difficile. Le
lipopolysaccharide (LPS) est I’antigeéne le plus immunogene, avec deux phénotypes : lisse (S-
LPS) et rugueux (R-LPS). Le S-LPS est retrouvé a 1’état sauvage chez la plupart des especes et
biovars(Freer et al., 1995; Michaux-Charachon et al., 2002).

Certaines protéines sont responsables de réactions sérologiques croisées entre Brucella et

d’autres membres de la famille des Rhizobiaceae(Michaux-Charachon et al., 2002).

Figure 1: Brucella vu au microscope optique (Yagupsky& Baron, 2005)
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Figure 2: Colonies S/R colorées selon la technique colorimétrique de White et wilson(L.i et
al., 1992)

Les chaines latérales polysaccharidiques (antigéne « O ») du S-LPS sont constituées d’un
homopolymere comprenant environ 100 résidus de 4-formamido-4,6-didéoxy-D-
mannopyranosyl, support principal des réactions croisées entre Brucella spp., Yersinia
enterocoliticasérovarO : 9, Francisellatularensis, ou encore Vibrio cholerae O :1......

L’immunogénicité des protéines membranaires, périplasmiques ou cytoplasmiques est

inférieure a celle du LPS(Ko & Splitter, 2003; Michaux-Charachon et al., 2002)

Smooth-type

) specific chain
Semi-Rough
| — = =l
. — = Rough-type
Uipid A

Figure 3:Représentation de la structure du LPS se type lisse et du LPS de type rugueux
(KDO:2-Keto-3Deoxy-Octanoate) (Richey&Harrell, 1997)

——
oo
| —
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4.2 Survie

Les Brucella sont sensibles aux agents physico-chimiques tels que les rayons UV, les
désinfectants, les antiseptiques et I'acidification, mais elles sont résistantes a lI'ammonium
quaternaire. La chaleur est la méthode de décontamination la plus efficace. sont détruits par
pasteurisation et une heure a 60°C. Brucella peut survivre plusieurs mois a un pH favorable
(supérieur a 4), a de basses températures et a de la matiére organique(Garin-Bastuji et al.,
1998) (Tableau 2) .

Cependant, comme Brucella a une courte durée de vie dans la viande, l'infection humaine
via les carcasses est assez rare(Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001).Ces bactéries vivent plus
longtemps dans le lait de chevre que dans le lait de vache, et seulement quelques mois dans le
lait cuit, le beurre et les affinés fermentés.beurre et fromages fermentés affinés pendant au
moins trois mois. Depuis des mois , les patures ont été contaminées.lls peuvent étre placés des
cultures pour empécher les bovins de les consommer ,ou ils peuvent étre intoxicés d’une

solution a base de cyanamide (Garin-Bastuji et al.,1998).
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Tableau 2: Survie des Brucella dans I'environnement (Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001)

TEMPERATURE
MILIEU /CONDITIONS TEMPS DE SURVIE
Rayonement solaire direct <31°C 4h30
SEC 4 jour
Sol Humide 1mois
Froid 5-6 mois
-4°C 4 mois
Eau
37°C <1jour
Feetus A I’ombre 6 mois
Fumier Eté 1 jour
25°C 1mois
Hiver (-3 a8°C) 2 mois-1 an
Purin Eté-hiver 3-6 mois
Lisier 10-15°C en tonne 1,5 -8 mois
Laines En entrep6t 4 mois
Foin Quelques jours a quelques mois

Poussiéres de rue Barriére

D’enclos ou sol en bois

Pature

Lait

Fromages

Ensoleillée
Ombragée
72°C
35-37°C
0°C

Selon le type

3 a44 jours

4 mois

15 jours

35 jours

5-15 secondes
1 jours

18 mois

6 jours a6 mois

10
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4.3 Génétique

Sur le plan génétique, les bactéries brucella ont toutes en commun le méme ARN
ribosomal 16S, une séquence génétique nommee recA et sont tres proches sur le reste de leur
ADN.

Les Brucella sont étroitement proches sur le plan génétique les unes des autres, leurs
séquences génétiques posseédent plus de 90% de similitudes (Scholz et al.,2013) Mais il est tout
de méme possible de les différencier grace a des tests biochimiques simples impliquant
I’oxydase, I’uréase, et grace a des méthodes moléculaires comme la Polymérase Chain Réaction
(PCR) par analyse du polymorphisme nucléotidique simple (SNP), par typage par séquencage
multiple de génes (MLST) ou par I’analyse multi-locus de séquences (MLSA).

L’analyse du polymorphisme de la longueur des fragments obtenus par restriction apres
une amplification par PCR (ou « restriction fragment lengthpolymorphism- PCR » (RFLP-
PCR) permet d’identifier B. abortus, B. melitensis, B. oviset B. suis. Les minisatellites
polymorphes présents dans le génome sont également utilisés pour différencier les isolats, et
sont tres utiles dans le cas de foyers épidémiques. La récente apparition du séquencage entier

du génome permet de mieux comprendre 1’évolution des especes (Chakroun et al.,2007).

43.1 Genome
Le genome des Brucella suivantes a été entierement séquencé : B. melitensis,B.abortus,
B.abortus, la souche vaccinale B. abortus S19 , B. suis et B. microti(Tableau 3).Quatre autres
génomes de Brucella sont également accessibles sur GenBank : B. melitensis biovar 2, B. suis
biovar 2, B. ovis 63/290 et B. canis RM6/66. Chaque cellule contiendrait environ 5 fg (fg =
femtogramme, 10-15 fg) d’ADN la présence de plasmide n’a jamais été décrite(Amin et al.,
2001).

11
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Tableau 3:Génome séquence des espéces de Brucella

Espéces Taille de chromosomes Numéro accession

B. melitensis 16M 1,17 Mpb 2,11 Mpb AEQ008917 , AE008917
B. melitensis biovar 21,18 Mpb 2,12 Mpb CP001489 , CP001488
B. abortus (2003) 9-941 2,12 Mpb 1,16 Mpb AEQ17223 , AE017224
B. abortus (2005) S2308 1,15 Mpb 2,12 Mpb AMO040264 , AM040265
B. abortus (2008) S19 1,16 Mpb 2,12 Mpb CP000888 , CP000887
B. suis 1330 2,10 Mpb 1,20 Mpb AE014292 , AE014291

B. suis biovar 21,40 Mpb 1,92 Mpb CP000912 , CP000911
B. ovis 63/290 1,18 Mpb 2,11 Mpb CP000709 , CP000708

B. canis RM6/66 1,20 Mpb 2,10 Mp CP000873 , CP000872

B. microti CCM 4915 1,22 Mpb 2,12 Mpb CP001579 , CP001578

Le génome des Brucella est original car constitué de deux réplicons circulaires, avec un
ratio G+C de 58-59 %. Le génome de la souche B. melitensis16M, comprend deux
chromosomes circulaires de 1,15 et 2,1 Mb (Delvecchio et al., 2001; Michaux et al., 1993).
Cette organisation est retrouvée chez la plupart des espéces, sauf pour B. suishiovar 3 qui ne
comprend qu’un seul chromosome circulaire de 3,2 Mb (Jumas-Bilak et al., 1998). Les
séquences complétes des génomes de B. melitensis souche 16M et B. suis souche 1330 sont
disponibles depuis 2001(Delvecchio et al., 2001)et celui de B. abortus est en cours de

détermination. Les Brucella ne possedent pas de plasmide (Paulsen et al., 2002).

4.3.2 Geéne bcsp3l

En 1979, quatre protéines périplasmiques sont identifiées et appelées « Brucella cell
surface protein », parmi lesquelles, une protéine de 31 kDa codée par le géne bcsp31 qui a été
cloné et séquence par la suite (Mayfield et al., 1988)..BCSP31 est une protéine immunogeéne,
trés conservée au sein du genre Brucella, mais cependant absente chez B. ovis :la présence
d’une séquence d’insertion d’environ 0,9 kb, identifiée plus tard comme I’IS711 et située en
aval du géne besp31 empéche I’expression de la protéine . Cette protéine périplasmique de 31
kDa n’a pas de lien avec ’Omp 31, une protéine membranaire décrite chez les Brucella,
exceptée chez B. abortus(Mayfield et al.,1988). BCSP31 ne semble pas étre essentielle pour le
développement des Brucella car elle n’est pas exprimée chez B. oviset la délétion du gene de

cette protéine n’a pas d’incidence sur I’invasion, la croissance ou la réplication de B.

12
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abortus dans les macrophages(Halling et al., 2005). Le locus de bcsp31 est le premier a avoir
été cloné et séquencé , ce qui a conduit de nombreux auteurs a 1’utiliser comme gene de

référence dans le diagnostic moléculaire(Halling et al., 2005).
4.4 Pathogenie

4.4.1 Chez I’animal

L’infection brucellique évolue en deux périodes (primaire et secondaire).

4.4.1.1 Période primaire

La lére étape consiste en la multiplication des Brucella dans les nceuds lymphatiques de
la porte d’entrée (Mufioz et al., 2008). Ensuite, si les Brucella ne sont pas éliminées, il se
produit une dissémination par voie lymphatique et dans une moindre mesure par voie sanguine
Durant cette phase, I’animal ne présente pas de symptdmes cliniques. La bactériémie se produit
alors chez I’animal et peut engendrer une infection de nombreux tissus tels que les tissus
lymphoides (surtout les nceuds lymphatiques de la sphére génitale), le placenta des femelles
gravides, les testicules et leurs annexes, la glande mammaire, les bourses séreuses et synoviales
et certaines articulations. Par conséquent, 1’avortement et I’orchite se manifestent, caractérisant

la phase aigué de la brucellose (Sibille, 2006).

4.4.1.2 Période secondaire

Au cours de cette phase, surviennent des manifestations cliniques aigués de la maladie et les
hémocultures sont positives. L apparition d'anticorps sériques et spécifiques (IgG, IgM et IgA), a
partir de la deuxieme semaine va s'opposer, en partie, au développement de I'infection qui, méme
en I'absence de traitement, va cliniqguement s'apaiser (Chakroun et al., 2007). En effet, les Brucella
peuvent survivre plusieurs années dans certains sites comme dans les nceuds lymphatiques
demeurant a I’intérieur des cellules phagocytaires a 1’abri du systéme de complément et des
anticorps. Leur réactivation est possible a chaque gestation entrainant alors un avortement et/ou une
excrétion de bacilles au cours de la mise bas. Lors que des bactéries persistent au niveau des
séreuses et des articulations, un hygroma ou une arthrite chronique peuvent se développer tissulaire
se traduit par une réaction cellulaire entrainant 1’apparition de granulomes limités par une réaction
cellulaire lympho-plasmocytaire disposée en couronne, certaines cellules peuvent se transformer en
cellules géantes multi nucléées donnant a I’ensemble un aspect tuberculoide et réalisant le classique
granulome de Bang. Rarement, la fusion de ces granulomes donne naissance a des lésions a centre
caséifié appelées « brucellome ». Les lésions suppurées et nécrotiques sont exceptionnelles chez
I'nomme (Chakroun et al., 2007).

13
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4.4.2 Chez I’humain

Chez I’homme, I’infection ou brucellose peut étre divisé en trois phases :

4.4.2.1 Phase aigue

Correspond a la primo infection.la pénétration de la bactérie dans 1’organisme se fait par
voie digestive ou cutanéomuqueuse, elle suivie d’une bactérimie L’infection généralisée avec
état septicémique ou fiévre sudoro-algique, L'examen clinique peut retrouver un gros foie
(hépatomégalie, unegrosse rate splénomégalie ou des adénopathies. aussi le diagnostic devrez
étre aiguillé par les donné sépidémiologique a cette maladie(Garin-Bastuji&Delcueillerie,
2001).

4.4.2.2 Phase subaigie

Cette phase survient 6 mois apres la septicémie en I'absence de traitement ou lorsque
celuici a été insuffisant. Ces foyers peuvent étre ostéo-articulaires, neurologiques, hépatiques,
génitaux ou cardiaques(Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001).

4.4.2.3 Phase chronique

La brucellose chronique est dominée par des signes fonctionnels tels qu’une
osthéniephysique, psychique et quelque fois sexuelle. Elle semble étre avant tout la
conséquence de 1’état d’hypersensibilité plus que de 1ésions infectieuses, le diagnostic sera donc
aidé par la constatation d’une forte réaction d’hypersensibilité retardée chez un sujet ne passé

dont que peu ou pas d’anticorps (Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001).

4.4.3 Physiopathologie :

Les Brucella sont des bactéries intracellulaires facultatives du monocyte-macrophage.

La brucellose réalise une bactériémie a point de départ lymphatique qui évolue en 4 phases :

> lére étape lymphatique : c’est la phase d’incubation souvent silencieuse.

> 2éme étape : phase bactérienne caractérisée par la positivité des hémocultures,

I’apparition décalée des anticorps ; elle correspond a I’infection aigué.

» 3éme étape : phase de focalisation marquée par I’apparition de localisation secondaires

; elle correspond a I’infection subaigué.

> 4éme étape : phase de chronicité caracterisée par des signes subjectifs, parfois de

focalisation mais également de phénomenes de type hypersensibilité retardée.
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Les Brucella pénétrent I'organisme par plusieurs voies: cutanée, digestive ou respiratoire,

puis gagnent par voie lymphatique le premier relais ganglionnaire(Martirosyan et al., 2011).

Elles se multiplient et disseminent dans tout I'organisme par voie lymphatique et sanguine
(bactériémie). ces germes sont phagocytés plus ou moins rapidement par les macrophages puis
détruits avec libération d'antigene et d'endotoxine.

Ce sont des parasites intracellulaires facultatifs du systémeréticulo-histocytaire
(splénomégalie, hépatomégalie) (Martirosyan et al., 2011).

Il 'y a réponse immunitaire par production d'anticorps permettant le sérodiagnostic de la
maladie. Leur rble prote cteur semble réel mais secondaire par rapport a I'immunité cellulaire.
L'immunité a médiation cellulaire est essentielle pour la défense de I'organisme contre
I'infection. Les lymphocytes T spécifiques interviennent au cours de la primo-infection en
augmentant l'activité bactéricide intrinseque des macrophages (activation macrophagique) et en
provoquant un afflux local de cellules mononuclées provenant de la moelleosseuse (recrutement
des monocytes)(Martirosyan et al., 2011).

Dans la majorité des cas ces événements sont observés dans la brucelloses et conduisent
a la destruction des bactéries au sein du granulome caractéristique d'une infection a parasite
intracellulaire (présente des cellules épithéloides, de cellules géantes, de cellules T). Cependant,
la brucellose se présente parfois comme une maladie d'évolution prolongée, avec des rechutes
fréquentes malgré un traitement antibiotique adapté et des « reactivations » toujours possibles
a partir d'un foyer jusque-la quiescent.

Les Brucella sont parfois capables d'échapper aux mécanismes immunitaires spéecifiques

qui devraient aboutir a leur élimination.
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Légende :

Ag : Antigéne

TCR : T-CellReceptor
APC:Cellule Présentatrice
d’Antigéne

Th1 : Lymphocyte T helper 1
BCV : Brucella containing-
vacuole

Th2 : Lymphocyte T helper 2
IFN¥: Interferon gamma
TLR : Toll-Like Receptor
Po— IL : Interleukine

Petrmywire TNFa : TumourNecrosis Factor a
MHC Il : CMH de classe Il

Figure 4: Mise en place des réponses immunitaires cellulaire et humorale suite a 1’infection
par brucella (M® :Macrophage ; APC : Cellule présentatrice d’antigéne)(Martirosyan et al.,
2011)

Les mécanismes de cette résistance restent obscurs, mais les macrophages infectés par les
brucelles semblent capables d'empécher I'action des cellules T spécifiques de mobilisées dans
les foyers infectieux. Cet effet inhibiteur sue les cellules T locales abouterait essentiellement a
un défaut de recrutement des monocytes médullaires. Par ailleurs, I'induction des cellules T
spécifiques lors de la primo-infection permettent de protéger I'nte contre des réinfections par
des brucelles. Cette véritable mémoire immunologique n'apparait qu'apres l'introduction de
bactéries vivantes dans I'organisme. La vaccination contre la brucellose requiert doncenthéorie
I'emploie de vaccin "atténués" (type B. abortus souche B 19) pour obtenirune protection
efficace et de longue durée(Martirosyan et al., 2011).

Une réaction immunologique a titre des IgA suit habituellement une cinétique similaire a
celle du taux des IgG. Enfin, des IgE spécifiques peuvent étre mises enévidence chez des
personnes présentant des rashes cutanés lors d'expositions répétées aux brucelles
(vétérinaires...). Si les anticorps ne semblent jouer aucun réle protecteur lors d'une primo-
infection par les brucelles, ils pour raient intervenir dans la résistance acquisecontreces germes.

Enthéorie, des molécules purifiees comme des protéines de membrane externe peuvent donc
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étre utilisées comme antigénes vaccinant en suscitant I'apparition d'anticorps protecteurs. Ce
pendant, ces antigenes doivent étre administré en association avec des adjuvants pour amplifier
la réponse humorale et en prolonger la durée.

Leur persistance intra macrophagique entraine un état d'hypersensibilité retardée
participant aux effets de la brucellose tertiaire ou chronique(Martirosyan et al., 2011).

5. Epidimiologie

5.1 Situation mondiale
L’épidémiologie de la brucellose humaine est centrée d’une part sur les contaminations
par contact avec des animaux infectés ou des objets contaminés, d’autre part sur la

contamination orale notamment le lait et les produits laitiers infectés(Bououdene et al., 2011).

Ovins et caprins sont contaminés par Brucella melitensis. C'est I'espece de Brucella la
plus courante, la plus pathogéne et la plus invasive pour I'homme (80% des brucelloses
humaines) (Jahans et al., 1997).

Selon I’OMS, la brucellose est une maladie de répartition mondiale qui infecterait, chaque
année, 500 000 nouvelles personnes.(Chakroun et al.,2007) avec une prédominance dans le
bassin méditerranéen, I'Asie de ('Ouest (Inde, Chine), le Moyen-Orient, I’Amérique du Sud
(Pérou), I'Amérique Centrale (Mexique) et I'Afrique Noire et du Sud (Garin-
Bastuji&Delcueillerie, 2001).Les situations apparaissenttres contrastées entre certains pays
développés (Europe occidentale, Amérique du Nord) qui ont considérablement réduit I'endémie
animale et donc la fréquence de la maladie humaine, et les pays plus pauvres ou persiste une
endémie importante pouvant dépasser 200 cas annuels pour 100 000 habitants. Le Bassin
méditerranéen, dans sa totalité, est toujours une zone trés active. L’Asie de 1'Ouest, quelques

régions en Afrique et I'Amérique latine(Garin-Bastuji, 1993).
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Figure 5:Réparation géographique de bucellose humain dans le monde(Pappas et al., 2006)

Les pays en développement restent les pays les plus touchés ou l'on n'a pas réussi a
maitriser l'infection chez l'animal, ou le traitement & la chaleur des produits laitiers
(pasteurisation) n'est pas systématique et ou certaines habitudes alimentaires telles que la
consommation de lait cru et les mauvaises conditions d'hygiene favorisent la transmission a

I'hnomme qui, en pareil cas, peut survenir fréquemment (Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001).

5.2 En Algérie

La brucellose est endémique dans le bassin méditerranéen, en particulier dans les pays
d’Afrique du Nord. Jusqu’aux années situation épidémiologique n’était pas bien connue en
Algeérie et les cas de brucellose humaine ont été rarement signalés ou maldiagnostiqués malgré
un important réservoir animal (Mycol& 2016).Cependant, depuis le milieu des années 1980,
plusieurs éclosions de B. melitensis ont été signalées & Ghardaia (Algérie méridionale) Tlemcen
(Algérie occidentale) et Setif (Est) , résultant en plus de cas humains, cela a conduit la santé
publique mesures de controle et d’éradication, concernant brucellose animale et humaine en
Algérie La distribution de la brucellose humaine a été observée pour étre prédominante dans la
région de steppe par rapport a d’autres régions. forte densité de petites populations de ruminants
dans ces zones a été Un nombre plus élevé de cas a été attribué a la contamination des
aliments ;par I’ingestion de produits laitiers. Dix pour cent (10%) des cas étaient exclusivement
d’origine professionnelle alors que 20 % ¢étaient le résultat de sources mixtes. B.
melitensisbiovar 3 est le les plus incriminés dans les cas humains(Mycol& 2016). Evaluation de
la diversité génétique du B. melitensis algérien biovar 3 souches pour une éventuelle relation

épidémiologique avec des souches européennes a ete recemment réalisée. Les résultats obtenus

18

——
| —



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

a montré que les souches algériennes et européennes se regroupent. Ces les résultats ont

confirmé 1’existence d’une lignée en circulation résultant de les liens socio-historiques entre

1’ Algérie et I’Europe(Mycol& 2016).

L’analyse fondée sur le sexe a montré une prédominance masculine peut-étre parce que
professionnels, les hommes sont plus dans le secteur de la santé que femmes. Au contraire, les
femmes sont plus exposées que les hommes a trait a la contamination par I’origine
alimentaire. Traditionnellement, cela peut étre attribué au fait que les femmes manipulent les
aliments En général, tous les ages sont infectés, mais les adultes sont les plus touchés par la
maladie En comparaison, le nombre de nouveaux cas humains L’ Algérie a suivi une tendance
similaire chez les animaux, soulignant I’impact du réservoir animal sur la santé
publique. L’incidence humaine pourrait refléter la véritable situation épidémiologique de la
brucellose chez les animaux. En fait, la prévalence du troupeau était de 15,7 % chez les bovins
et de 15,84 % chez les petits ruminants(Mycol& 2016).

» En 2000, la wilaya de Sidi Bel Abbéssemble la plus touchée, le marché de bétail
le plus important de toute la régions'ytrouve.

» En 2003: L'incidence de la brucelloseest de 8,79 cas / 100.000 habitants.

» ENn2004 :L'incidence de la brucelloseestenlégérehausse avec 10,99 cas pour
100.000 habitants.

» En2005 :L'incidence de la brucellose a plus que doublédurantl'année: ellevarie de
10,99 en 2004 a 24,71 cas pour 100.000 habitants. Le maximum des casestobservé
entre le mois de mars et ao(t avec des incidences qui oscillent entre 2,02 et 4,28
cas pour 100.000 habitants.Durantcettepériode, on totalise 81 % des
casdeclarésdurantlannée 2005.

» Les wilayas qui observent les tauxrégionaux les plus élevéessont les wilayas
d'élevage:Tébessa (246,67), M'Sila (245 ,67), Laghouat (191,41), Khenchela
(180,48), Biskra (109,47),Saida (94,12), Naama (79,42) et Djelfa (66 ,33).Pour
toutesces wilayas, les tauxd'incidence(Lounes, 2009)(Lounes et al., 2014)
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Figure 6 : Distribution par mois de début des symptémes des cas de brucellose déclarés en
2013(A) et nombre de cas de brucellose déclarés en Algérie par année de déclaration
(B)(Lounes et al., 2014)

6. Transmission

Dans le cadre du bioterrorisme, la contamination pourrait se faire par inhalation d'un
aérosol contenant le germe et, moins probablement par voie conjonctivale. La bactérie peut
survivre jusqu'a deux ans dans le milieu extérieursi les conditions de I'environnement sont

favorables (température basse, a I'abri de la lumiere)(Garin-Bastuji, 1993).

Les bacteries présentes dans le milieu extérieur contaminent les animaux en pénétrant par
les muqueuses, les plaiescutanées, par ingestion d'aliments souilles. Les Bmcelles se multiplient
dans les organes riches en cellules des systémesreticulo-endothelia et se situent de préférence
dans la mamelle et les ganglions. Quand a eux, les animaux malades excretent les bmcelles par

I'urine, les matieres fécales, le lait et I'excrétion vaginales(Garin-Bastuji et al.,1998).

6.1 Sources de contamination

La brucellose est transmise par le lait et les produits laitiers contaminés et non traités,
ainsi que par contact direct avec des animaux infectés (bétail, moutons, chévres, porcs,
chameaux, buffles, ruminants sauvages et, trés récemment, phoques), carcasses d'animaux et
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produits d'avortement(Garin-Bastuji et al., 1998).Des millions de personnes sont a risque dans
le monde, en particulier dans les pays en développement ou I'on n'a pas réussi a maitriser
I'infection chez I'animal, ou le traitement a la chaleur des produits laitiers (pas teurisation) n'est
pas systématique et ou certaines habitudes alimentaires telles que la consommation de lait cru
et les mauvaises conditions d'hygiéne favorisent la transmission a I'homme qui, en pareil cas,
peut survenir fréquemment. Si plusieurs pays industrialisés ont réussi a maitriser cette maladie
chez I'animal, elle survient encore sporadiquement chez des sujet sayant ‘infection a I'étranger
ou ayant ingéré des produits animaux contamines, ainsi que dans certains groupes

professionnellement exposés (Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001).

6.2 Mode de transmission

6.2.1 Chez les animaux

6.2.1.1 Directe
par l'avortement (placenta, secrétions aux moments de l'avortement) et par voie

vénérienne.

6.2.1.2 Indirecte
par les porteurssain (nouvelle femelle infectée introduit dans un troupeau), par vecteurs

animes (espéces atteintes par la bmcellose ), et par des vecteurs inanimés (objets qui entourent
les animaux et qui peuvent par les contacts répétes avec la peau des bétes faciliter la contagion)
(Bououdene et al., 2011).

6.2.2 Chez I'homme

Peu de personnes vivant dans une exploitation infectée échappent a la
contamination ,Ceux qui donnent leurs soins aux animaux, Plusieurs types de contaminations
sont rapportés mais soulignons que 90% des contaminations rest ent asymptomatiques : (Scholz
etal., 2013)

6.2.2.1 Contamination directe
C'est par contact avec I'animal atteint que I'homme se contamine ,trayeurs, bergers, sont
les plus exposés ent ou chant les organes malades ou simplement la toison fréquemment
porteuse de Brucella provenant de la litiere. De méme, les vétérinaires paient un lourd tribut a
la maladie. Les employés d'abattoirs, de I'industrie alimentaire des viandes et des laits, les

bouchers, sont également exposés(de sexe masculin le plus souvent)La contamination se fait
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habituellement par voie transcutanée, elle est favorisée par les excoriations. La pénétration du

germe par voie conjonctivale ou respiratoire est cependant possible (Bououdene et al., 2011).

6.2.2.2 Contamination indirecte

Il existe de nombreuses source indirectes de pollution le plus souvent parvoie alimentaire
La pénétration du germe est bucco pharyngée. Le lait, le beurre, les fromages d'origine bovine
ou ovine n'ayantsubini fermentation, ni pas teurisation, ensont les principaux responsables. Ce
role n'est cependant pas exclusif puisque des légumes consommeés crus, les viandes
insuffisamment cuitessont; aussi des sources de contage possible. Dans ce mode de
contamination, favorisé par la mode du « retour a la nature» et des «produitsnaturels », la
maladie perd son caractére professionnel(Chakroun et al.,2007.; Scholz et al., 2001).C’est
dans ces formes que le diagnostic risque le plus d'étre retardé. Il est parfois aidé par la survenue

de plusieurs cas dans la méme famille(Chakroun et al.,2007).
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Figure 7:Transmission de la brucellose chez I’humain(INES et al., 2020)

6.3 Voies de penétration

Il existe plusieurs voies de pénétration des brucelles:

» Voie cutané-muqueuse :la pénétration des germes par voie cutanée ou mugueuse est
favorisée par des blessuresou des excoriations avec des animaux malades, I’inoculation
cutanée se fait directement lors de la délivrance ou indirectement a partir des fumiers et des
sols ou les brucelles peuvent survivre plusieurs semaines(Palanduz et al.,2000)
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» Voie conjonctivale: le germe traverse la muqueuse conjonctivale, a la faveur de la
projection de goutte lettes virulentes provenant des giclés(Palanduz et al., 2000).

» Voie respiratoire: par 1’inhalation des microparticules virulentes minces en suspension
dans la poussiére, d’aérosols contaminés d’un abattoir, lors d’un changement de litiereou
au cours de transhumance (cetteporte d’entrée est importante surtout dans les locaux
d’élevage). Dans la poussic¢re, B. melitensis comme exemple peut survivre de 15 a 44
jours(Palanduz et al., 2000).

» Voie digestive: c’est la voie de pénétration classique, I’infection se produit a la faveur
d’ingestion des aliments contaminés : les brucelles excrétés dans un lait(atteinte de la
glande mammaire) d’ou de risque de contamination digestive par le lait quand le cheptel
est mal surveillé(Godfroid et al., 2005).

> Voie génitale: la brucellose est unemaladie génitale chez I’animal, elle survient suite a la
saillie naturelle puisque le sperme et les secrétions vaginales des animaux malades

renferment les brucelles(Palanduz et al., 2000).

7. Signes cliniques

La symptomatologie de la brucellose ressemble a celle de beaucoup d'autres maladie
semaine fébriles, mais avec des manifestation spolymorphisme marquées au niveau
ostéomusculaire, avec des douleurs généralisées associées a de la fatigue, a un état de
prostration et de dépression profonde :classique fievre ondulante sudoro-algique(Thomson &
Sanders, 1997).

La durée d’incubation de la brucellose esthabituellement de une a trois semaine, mais
peut aller jusqu’a plusieurs mois ,Les formes les plus fréquentes (surtout avec B. abortus) sont
des formes mineures ressemblant a une grippe(Corbel, 1997).

Les formes symptomatiques de la maladie évoluent en 3 phases successives :

7.1 Forme aigue septicémique (Fievre de Malte)

Les manifestations cliniques de la phase aigué de la brucellose sont classiqguement
protéiformes et peuspécifiques. Les symptdmes les plus fréquents sont une fiévre, des frissons,
des céphalées, des myalgies, des arthralgies, une asthénie, une anorexie, une constipation, une
touxséche. L’association d’une fievre avec des suées nocturnes malodorantes (odeur de
paillemouillée), des arthralgies et myalgies diffuses est plus caracté- ristique et correspond a la

forme sudoro algique(Corbel, 1997).Des formes pseudo palustres frissonnante sou des fievres
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en plateau pseudo typhiques peuvent se voir. L’examen clinique est souvent normal. Il peut

révéler cependant des adénopathies, une splénomégalie, une hépatomégalie(diseases , 1995).

7.2 Forme localisée phase subaigué

correspond a une atténuation des symptomes cliniques, qui persistent cependant, souvent
de facon intermittente. Cette phase est surtout caractérisée par la possible survenue de
localisations septiques secondaires, ostéoarticulaires, neurologiques, cardiaques, pulmonaires,

digestives, urogénitales, cutanées(Celli&Gorvel, 2004).

> ostéo-articulaires, les plus fréquentes (75% des cas): polyarthrites, surtout
spondylodiscites et sacro-illites de diagnostic radiologiquetardif, compression
médullaire ou radiculaire. Un tableau de sacro-iliite infectieuse peut s'accompagner
d'une irradiation Sl .Enfin, ce peut étre une coxite appelée pseudo-coxalgie
méditerranéenne , d'ou I'intérét du scanner et de I'lRM, (Thomson & Sanders, 1997).

Figure 8:Sacro-iléte brucellienne gauche Aspect en imagerie par résonance magnétique
(IMR)(Thomson & Sanders, 1997)

» localisations cardiaques Sontdominées par I’endocardite maligne caractérisee par des
Iésionsulcéro-végétantes entrainant un délabrement valvulaire important. Elles sur viennent
dans 1 a 2% des cas, habituellement sur une valvulopathie préalable et intéressent surtout la
valve aortique.Les endocardites brucelliennes représentent la premiére cause de décesen
zone d’endémie ; Les autres localisations cardiaques sont exceptionnelles, il peuts’agir de

péricarditeou de myocardite(Maurin, 2005).
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» neurologiques: méningite, méningo-encéphalite, arachnoidite, myélite, atteinte des nerfs
craniensou periphériques, abces cérébraux ou cérébelleux, hépatique: abcés hépatiques,
hépatite granulomateuse(Maurin, 2005).

» uro-génitales: orchi-épididymite, salpingite, endométrite, abcestubo-ovariens, pyélonéphrite.
Chez la femme, on peut observer rarement un abcéstubo-ovarien, une salpingite, une

endomeétrite ou une mammite(Maurin, 2005).

7.3 Forme chronique

Est définie de facon arbitraire par une infection active évoluant plus de six mois, avec ou
sans localisation secondaire identifiable(Diseases , 1995), Elle touche surtout les personnes
soumises a des contacts antigéniques fréquents. Son expression clinique est essentiellement
fonctionnelle(Corbel, 1997) .C’est la patraquerie brucellienne caractérisée par une asthénie
profonde, physique, psychique et sexuelle, des névralgies, des douleurs musculaires et ostéo
articulaires(Maurin, 2005).1I faut tout de méme rechercher des foyers quiescents ou tres
peuévolutifs ou des manifestations récidivantes d'allergie: Erytheme noueux, hypodermite,
infiltrats pulmonaires labiles, iritis ouirido-cyclite, rhumatismes inflammatoires. Chez la
femme enceinte, la brucellose aigué peut provoquer un avortementou un accouchement

premature (Maurin, 2005).

Transmition interhumaine
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Biologique culture métiline

Figure 9:Présentation classique des phase de la brucellose humaine (Samartino et al., 2013)
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8. Diagnostic
8.1 Diagnostic direct

8.1.1 Culture du germe
Elle se fait a partir de préléevements sanguins, de liquide céphalo-rachidien, de pus
d'abces, de ganglions prélevés L hémoculture est le plus souvent positive a la phase aigue, voire
subaigue de la maladie, la culture a partir de biopsie ou de pus montre des colonies transparentes
convexes aerobies strictes, catalase +, oxydase +, la lecture est lente et les germes tres exigeants,

ce qui en limite I’intérét(Bodelet, 2002).

L’isolement des Brucella en culture est la technique de référence pour établir un
diagnostic certain de brucellose. Toute suspicion doit étre signalée au laboratoire réalisant la
mise en culture des prélévements, en raison du risque élevé de contamination du personnel
technique. Les cultures doivent étre réalisées en laboratoire de sécurité biologique de niveau 3.
La bactérie est le plus souvent isolée a partir du sang par hémoculture. Il est indispensable que
le clinicien précise 1’orientation clinique, afin que les flacons insérés dans des systémes
automatises puissent étre incubés plus longtemps. L’hémoculture est a peu pres constamment
positive dans la phase aigué, et encore fréquemment dans la phase subaigué focalisée. La
recherche des germes n’est que trés exceptionnellement positive dans les brucelloses
chroniques. La recherche des brucelles peut se pratiquer a partir d’autres prélévements
(ganglion, moelle osseuse, liquide céphalo-rachidien, pus de foyer...). Ces prélévements seront

ensemencés sur gélose au sang et gélose chocolat et incubés a 37 °C sous 5 a 10 % de CO2.

La culture est lente ( > 48 heures). Les colonies lisses, translucides, non hémolytiques, a
bords réguliers, de coccobacilles a Gram négatif sont aérobies strictes, catalase +, oxydase +
etpossedent une uréase et une nitrateréductase(Chakroun et al., 2007).
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Figure 10:Culture de bactérie Brucella(Chakroun et al.,2007)
8.1.2 PCR

La Réaction de Polymérasationen Chaine (PCR) est une technique sensible et spécifique
réalisée a partir du sang ou du sérum a la phase aigué bactériémique et a partir de biopsies
tissulaires ou de suppurations au cours des formes focalisées de brucellose. Les principales
cibles utilisées sont le géne bcsp31, codant pour une protéine de 31 kDa, et la séquence
d’insertion IS711, dont plusieurs copies sont présentes dans le génome. La plupart des
techniques sont spécifiques de genre et ne permettent pas de déterminer I’espéce en cause. Leur
intérét réside principalement dans le diagnostic aigue en cas d’antibiothérapie empirique
négative la culture et en cas de formes focalisées de brucellose, la sensibilité de la PCR se
révélant supérieure a celle de la culture Diagnostic indirect (Bricker &Halling, 1994;Queipo-
ortufio et al., 1997).

8.2 Diagnostic indirect
Les réactions sérologiques utilisées dans le diagnostic de la brucellose sont nombreuses,

mais il existe une parenté antigénique avec d’autres germes (Francisellatularensis, Yersinia
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enterocolitica O9, Vibrio cholerae) a 'origine de fausses réactions positives. Les IgM
apparaissent les premieres et sont décelées a partir du 10eme jour aprés le début clinique de
lamaladie. Les 1gG sont décelables ensuite, et les titres des deux classes (IgM et IgG) s’élévent
ensemble pendant la phase aigué de la maladie. Le taux d’IgG devient alors prépondérant,
surtout dans les phases tardives de 1’infection aigué(Chakroun et al.,2007). Dans la phase
chronique, les IgM disparaissent tandis que les IgG persistent. Il est important toutefois de
préciser qu’on ne peut pas différencier par la nature des anticorps la phase d’évolution de la
maladie, car la cinétique des différentes classes d’anticorps n’est pas absolue et varie d’un

individu a I’autre(MOUSSA & Achraf, 2020).

8.2.1 Séro-agglutination lente de Wright (S.A.W)

Décrite par Wright en 1897, elle fut ensuite standardisée par Renoux et Gaumont en
1966(Bodelet, 2002).Cette réaction est retenue comme méthode de référence pour I'O.M.S. Elle
consiste a rechercher I'agglutination des Brucella en présence de dilution du sérum a étudier.
Elle permet d'identifier les IgM et 1gG, c'est la méthode la plus précocement positive (10 ou
15eme jour), permettant le diagnostic de brucellose aigué mais se négative rapidement ; ainsi
elle est souvent négative pour la brucellose subaigué et presque toujours négative pour la
brucellose chronique Elle est considérée positive si le titre est supérieur a 1/80 (soit 100 Ul),
mais la présence d'agglutination pour un titre inférieur doit conduire a répéter la sérologie deux
semaines plus tard pour ne pas méconnaitre une brucellose débutante. L'agglutination peut

conserver un titre supérieur a 1/80 pendant plus de 7 mois(Bodelet, 2002).

8.2.2 KEpreuve a 1’antigéne tamponné (E.A.T) ou card-test ou encore réaction a
I"antigéne au rose Bengale

Le diagnostic de la brucellose peut étre établi soit par ’isolement du microorganisme
dans le sang ou les selles, soit par la démonstration de la présence d’anticorps spécifiques dans
le sérum du patient. EAT Cette réaction d'agglutination se fait sur de petites cartes (d'oucard-
test). Initialement destinées a un usage vétérinaire par Nicoletti ; elle fut introduite en France et
appliquée a I'Homme. Cette réaction consiste a mettre en présence le serum du patient et une
suspension de Brucella abortus inactivée (par la chaleur et le phénol) et tamponnée en milieu
acide (pH 3,6)(Bauriaud et al., 1977)qui permet de réduire I’apparition d’agglutination par les
IgM et encourager les agglutinations avec les 1gG, réduisant par conséquence les réactions
croisées (agglutination non speécifique) (Corbel, 1972)(Allan et al., 1976)(Nielsen,
2002)(Padilla Poester et al., 2014)enfin colorée par le rose Bengale pour faciliter la lecture de
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la réaction . Cet antigene est titré vis-a-vis du sérum étalon anti-Brucellaabortus(Bauriaud et
al., 1977;Bodelet, 2002).Elle permet la détection d’anticorps agglutinants de type IgG et IgM.
La réponse est positive précocement (2 a 3 semaines) et la sensibilité de la technique est tres
élevée (> 95 %).(OIE.,2018)ILse produit une agglutination s'il existe des anticorps sériques de
type IgM ou IgG. Les avantages de cette méthode sont :sa rapidité (4 minutes), sa sensibilité
(91,4 2 100%), sa spécificité et enfin son utilisation pour les dépistages de masse.elle sera suivie
d’un(OIE.,2018)SAW pour quantification si le résultat est positif. Elle est surtout utilisée pour
les diagnostics de brucellose aigue et suraigiie mais aussi pour la brucellose chronique, car elle
reste positive tres longtemps(Bodelet, 2002).

8.2.3 Réaction de fixation du complément (R.F.C)

Cette réaction met en évidence la présence des 1gG .Elle est donc positive plus tard mais
plus longtemps que la sérologie de Wright. Elle se positive aprés 25 a 30 jours d'évolution,
atteint un maximum vers le 3ieme mois, il se produit ensuite une involution des anticorps

jusqu'au 9iéme mois(Bodelet, 2002).

C’est une réaction peu sensible et n’est plus trés souvent utilise. 1l faut préciser qu’on ne
peut pas différencier par la nature des anticorps la phase d’évolution de la maladie car la
cinétique des différentes classes d’anticorps n’est pas absolue et varie d’un individu a I’autre.
Il est donc tardivement positif et reste plus longtemps positif. Pour les sérums négatifs en
agglutination et présentant des taux égaux ou supérieure a 1/10 en fixation du complément, la
brucellose semble devoir étre incriminée, cependant cette réaction peut étre faussement positive

dans les mémes circonstances que lesérodiagnostic de Wright (Chakroun et al.,2007)

8.2.4 Marqueurs de I'inflammation
La vitesse de sédimentation (VS) et la protéine C réactive (CRP) sont, elles aussi, non
spécifiques de l'infection brucellienne mais doivent alerter le clinicien qui doit rechercher une

cause infectieuse a leur élévation(Bodelet, 2002).

8.2.5 Meéthode ELISA
Cest une méthode immuno-enzymatique automatisée qui possede une bonne

reproductibilité, une spécificité et une sensibilité tres satisfaisante. Elle permet la détection des
IgM, 1gG et IgA(Bodelet, 2002).

C’est une méthode trés sensible et trés spécifique qui reste positive longtemps. Le test

ELISA est réalisé¢ 2 a 4 semaines apres 1’apparition des symptomes. En Belgique, devant un
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tableau clinique titut de la biomédecine et I'immunologie moléculaire (CNR) réalise un test
Elisa a deux semaines d’intervallecaractéristique, Ins pour observer une possible

séroconversion ou I’augmentation du titre d’ Anticorps(Alton et al., 1988).

Pour la réalisation de ce test, le LPS de brucella est fourni fixe sur les parois des puits des
microplaques en polypropyléne. Les sérums ou laits a tester sont dilues et mis a incuber Dans
les puits. S‘il y a des anticorps spécifiques, il se forme alors des complexes LPS/anticorps fixes
sur les parois du puits. Apres lavage, une immunoglobuline anti-anticorps Couplée a une
enzyme est mise a incuber, et ce conjugue se fixe sur I‘immun complexe. Aprés un deuxieme
lavage, le substrat de 1°‘enzyme (tmb) est ajouté dans les puits.Si 1‘immun complexe est présent,
I‘enzyme assure la transformation du substrat en un Compose bleu, devenant jaune apres
blocage. L intensité de la coloration mesure le taux D‘anticorps présents dans 1‘échantillon. Le
seuil de positivité est fixe a partir d‘un échantillon De contréle positif a introduire sur chaque
microplaque(Sibille, 2006).

8.2.6 Réaction d’immunofluorescence (IF)

Elle permet la détection et le titrage des IgG et des IgM (Maurin, 2005). C’est une
réaction trés sensible et plus spécifique quelles techniques d’agglutination. Les anticorps ainsi
mis en évidence apparaissent a peine quelques jours plus tard que les agglutinines, mais
persistent plus longtemps, au-dela de 18 mois. Ces anticorps sont le plus souvent présents dans

la brucellose chronique (Maurin, 2005).

8.2.7 Réaction d'hypersensibilité retardee ou Intradermoréaction a la mélitine

Elle consistait en I'injection intradermique de mélitine (filtrat de culture de Brucella),
suivie d'une lecture 48 heures aprés (Debeaumont et al., 2005).Si une induration et un
érytheme apparaissaient cela signifiait que le sujet a déja était en contact avec le germe. Cet
antigéne était fabriqué par I'l.LN.R.A avec beaucoup de difficultés techniques, c'est pourquoi
cette derniére a décidé il ya quelques années d'en suspendre la fabrication (Bodelet, 2002).en
cas de la maladie, une réaction positive qui consiste en une réaction érythémateuse et un oedéme
local sont observés, I’'IDR est positive au cour des atteintes chroniques et en est parfois le seul

signe objectif .Cette réaction est peu utilisée en absence de réactif(GUTIERREZ et al.,2006).
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Tableau 4:Principales technique de diagnostic indirect et leurs caractéristiques (Maurin,

2005)
Classe
d’anticorps mise = Sensibilité = Spésificité = Utilisation Remarque
Réactions utilisées en évidence
IgM 1gG IgA
Se négative
rapidement
z S Formes i
Séroagglutination U e Faux positifs
de Weight(SDW) AN * 60% 90% g',gl.Jets et (réactionscroisées)
epistage e Faux négatifs
(recherche
d’ Acbloquants)
Epreuve a Formes A faire suivre d’un
P
Pantigéne + 80% 90% aigués et SAW pour
tamponné ao rose dépistage quantification si
bengale (EAT) pistag résultat positif
Positif plus
Fixation du t;f;git tardivement mais plus
. + 4+t 60% 95% longtemps que les Ac
complément (FC) formes L
locales agglutinations (SAW
et EAT)
Immunoflurescence Toutes selon Totau Se positive toy et le
(IF) I’antiglobuline 90% 95-100% long de reste au moins 18
utilisée 1’évolution mois
Se positive 4 semaines
apres le début des
o Exploration de signes cliniques
Intradermoreéaction P immunité Formes o _
a la mélitine( IDR) cellulaire chronique Distinction parfis

difficile entre
brucellose chronique
et brucellose guérie
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Tableau 5:Intérét des différentes méthodes diagnostiques de la brucellose(Maurin, 2005)

Brucellose
Meéthode
Aigué focalisée chronique
Culture
Hémoculture T+ +
Myéloculture 4+ ++
Culture du foyer _ ++
infectieux
Sérologie
EAT S " —
SAW +++ + —
IF/ELISA  ++ +Ht ++
Amplification
génique
++ ++ —
PCR bcsp31
(sang, sérum) (pus, tissu)
PCRIS7I1  ** t -

(sang, sérum) (pus, tissu)

9. Traitement

9.1 Buts du traitement

Commentaire

Spécificité ~100 % identification de 1’espéce

et du biovar en cause
Intérét not .Si antibiothérapie prialable

Sensibilité souvent faible

détecte IgG, précoce réactions croisées +++

référence OMS détecte IgM + IgG réactions

croisées +++

détecte IgM et 1gG plus tardif / SAW

réactions croisées +++

sensible, spécifique(Queipo-ortufio et al.,
1997)identification du genre

géne multicopies détermination du biovar
(AMOS PCR) (Bricker &Halling, 1994)

» Faire disparaitre les manifestations cliniques.
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» Eviter la survenue de formes focalisees et les rechute sprécoces ou tardives(MOUSSA
&Achraf, 2020a).

9.2 Moyens du traitemant

Il repose avant tout sur I’antibiothérapie(MOUSSA &Achraf, 2020a).Les foyers
chronique et/ou suppurés peuvent bénéficier d’une ponction ou d’une chirurgie évacuatrice
suivie d’antibiothérapie.
» Moléculesutilisees

Selon les caractéristiques des Brucella (bactéries intracellulaires présentes dans les
monocytes et les macrophages au sein d’autophagosomes tres acides), les antibiotiques utilisés
doivent répondre a cescriteres :

» A voir une activite in vivo (intra- et extracellulaire) et une bonne diffusion tissulaire et
cellulaire.

» A voir moins de toxicité pour I’utilisation prolongée dans la prévention des
rechutes(MOUSSA &Achraf, 2020a)
Tableau 6: Antibiotique actifs in vitro et efficacités in vivosur Brucellaspp(MOUSSA &
Achraf, 2020)

Famillesd’antibiotiques Efficacité in

. P . Molécules a utilizer
actives in vitro VIVO

Penicilline A, céphalosporines de 3éme

Bétalactamines génération (céfotaxime,
ceftriaxone),imipénéme

Azithromycine, érythromycine

Macrolides +
Chloramphénicol + Chloramphénicol
Sulfamides Va Cotrimoxazole
Aminosides it Gentamicine b ; streptomycine b;tobramycine
Tétracyclines et Doxycycline b
Rifampicine Tt Rifampicine b
++ Ciprofloxacine b,ofloxacine

Fluoroquinolones

Va : variable enfonction des especes : Antibiotiquesrecommandés par

I’Organisationmondiale de la santé.
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Les tétracyclines et la rifampicine restent le traitement de base au regard de leur activité
sur brucella spp. Une association avec les aminosides est souvent indiquée car méme si peu
diffusibles en intracellulaire, ils sont trés actifs sur les bactéries circulantes. Cette association
est celle qui réduit le plus le taux de rechute. Le cotrimoxazole et les fluoroquinolones sont
considérés comme des antibiotiques de réserve(MOUSSA & Achraf, 2020a)

9.3 Traitement varie suivant la période clinique

9.3.1 Brucellose aigué et subaigue non focalisee

> Bithérapie associant doxycycline 200 mg/j per os pendant 6 semaines +
streptomycine 1g/j en IM pendant 2 a 3 semaines ; doxycycline 200 mg/j +
rifampicine 600 a 900 mg/j pendant 6 semaines; rifampicine 900 mg/j +
fluoroquinolone (ofloxacine, ciprofloxacine) 400 mg/ pendant 6 semaines.
L’association doxycycline + rifampicineest la plus classique Quel que soit le schéma
prescrit, la durée du traitementest de 6 semaines au minimum, (Maurin, 2005).

» Alternatives - cotrimoxazole + rifampicine chez la femme enceinte (doxycycline
contre-indiquee), - cotrimoxazole + gentamycine chez I'enfant de moins de 8 ans

(doxycycline contre-indiquée)(Maurin, 2005).

9.3.2 Brucellose aigué ou subaigué focalisée

Mémes antibiotiques, mais durée du traitement prolongée de 3 mois minimum. Une
trithérapie par doxycycline + rifampicine + aminoglycoside (gentamycine) peut étre discutée
selon la symptomatologie. Un traitement chirurgical est éventuellement associé au traitement
antibiotiqgue(Maurin, 2005).
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Tableau 7: les molécules ,leurs dosages et leurs effets indésirable(MOUSSA & Achraf,

2020)
y Dosage Dosage Insuffisance I r]suf'nsance Effets
Molécules T ) hépatocellul o
adulte | pédiatrique rénale aire indésirables
Vertiges,
céphalées, photo
2.2-4.4 - sensitivité ,
100 mg M .
tousles = M9 g3 tous Pas de Pas de nausees
DOXCYCLINE les 12h (>8 ,diarrhées,
12h changement | changement L
ans) anémie
hémolytique et
hépatotoxicité
Brdlures
d'estomac,
dyspepsie,
600a | 20 mg/kg (ne Modérée:pré anorexie,
900 mg | pas depasser i nausées,
Pas de caut ion
tous les 600mg par h A flatulences,
RIFAMPICINE 12h jour) changement | Severe : crampes
éviter o
dysfonctionnem
ent du foie,
jaunisse
Nausées,
vomissements,
15mg/k vertiges,
g IM par = 20-40 mg/kg paresthésies du
24h ou (ne pas Pas de visage,
1g(2a3  dépasser 1l Nécessaire éruptions
STREPTOMYCINE semaine a/jr) changement cutanées, fievre,
S) urticaire,
angiocedéme,
éosinophilie
Nausées,
URAISULAIOIEARYN (160 mg vomissements,
=l /800mg 12 mg/kg anorexie
SULFAMETHOXA- toUs Ieg tous les 12 Nécessaire Pas de éru tions’
ZOLE (TMP-SMX) | o} heures changement o
(BACTRIM) Alees,
urticaire
Néphrotoxicité,
étourdissements,
vertiges,
2 mg/kg acouphenes,
tous les S
perte d'audition,
8hou’5 2.5 mg/kg engourdissemen
GENTAMICINE | mgkg | tousles12h |\ . Pas de e
124h ou IM/IV changement P
de la peau,
240 mg contractions
f24h musculaires,
convulsions
(=)
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10. Prophylexie

La meilleure prophylaxie collective de la brucellose humaine correspond au contrdle de
I’infection chez les animaux d’élevage, principalement bovins, ovins et caprins (Garin-
Bastuji&Delcueillerie, 2001). Ce contrdleest a la fois médical (vaccination) et sanitaire
(dépistage et abattage des animaux infectés). La prophylaxie vaccinale repose sur I’utilisation

de vaccins vivants attéenués(Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001).

En France, la brucellose animale a été considérablement réduite grace a la vaccination,
rendue obligatoire en 1975 pour les bovins, en 1977 pour les caprins, et en 1981 pour les ovins
(Garin-Bastuji&Delcueillerie, 2001)Cette vaccination n’est plus obligatoire actuellement, et
a été remplacée par le dépistage sérologique des animaux infectés et leur abattage. La
prophylaxie de la brucellose humaine correspond également au contrdle des infections d’origine
alimentaire, et notamment a la pasteurisation du lait. Il existe également des mesures
spécifiques de protection chez les personnes exposées professionnellement. Sur le plan
individuel, il existe peu de e recommandations concernant la prise en charge d’un patient apres
exposition avérée et souvent accidentelle au risque de brucellose. Ainsi, 1’administration
prophylactique de tétracycline seule a été proposée en cas d’exposition vaccinale accidentelle,
qui survient le plus souvent chez des éleveurs ou vétérinaires .Plus récemment, 1’administration
prophylactique de doxycycline (200 mg/j) a la rifampicine (600 mg/j) pendant au moins trois
semaines a ¢t¢ recommandée en cas d’exposition accidentelle du personnel de laboratoire,
notamment lors de la manipulation de cultures sans précautions adaptées . (Sophie et
al.,2004)Le cotrimoxazole (160/800 mg x 2 fois/jour de triméthoprime—sulfaméthoxazole) est
préconisé pendant trois semaines chez la femme enceinte. Dans tous les cas, un suivi
sérologique prolongé (3 mois minimum) est recommandé. Il n’existe pas a ce jour de vaccin
efficace et bien toléré chez I’homme 33 et 1’utilisation des vaccins animaux peut induire une

brucellose liée a la souche vaccinale(Pappagianis et al., n.d.;Spink& Thompson, 1953).
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1 Matériel et Méthodes

1.1 Contexte et cadre de I’étude

La brucellose est une maladie chronique qui dans la plupart des cas est inapparente,
causée par un petit bacille appelé Brucella, il peut infecter les animaux et I’Homme
(Bezzaoucha A ,2004 ). La transmission de I’animal a I’homme se fait le plus souvent par
contact direct avec les produits d’animaux infectés urine, lait, sang, sécrétions vaginales,
placenta, foetus provenant d’avortement (Kunda et al., 2007). La transmission directe par des
objets contaminés par ces mémes produits est également possible (BezzaouchaA , 2004).

En Algérie, les cas de brucellose humaine ont été fréquemment signalés dans différentes
régions de pays, malgré les efforts de 1’état pour éradiquer cette maladie chez les animaux,
source potentielle de contamination humaine. A cet effet, nous avons réalisé cette étude

transversale pour :

» Estimer la séroprévalence apparente des anticorps anti —Brucella spp. chez I’Homme dans
la région de Tébessa, via I’utilisation de 1’épreuve de 1’antigéne tamponné - EAT (test de
rose bengale).

> Etudier une éventuelle association statistique entre la séropositivité individuelle avec
certains facteurs de risque.

> Estimer le taux de prévalence rélle et les performances de test utilisé, en utilisant un modéle

statsistique.

1.2 Présentation de la région d’étude

1.2.1 Situation géographique

La wilaya de Tébessa se situe au Nord-est de 1’Algérie, avec une superficie de 13.878
km2, c’est une zone qui regroupe un vaste étendu steppique de notre pays. Limité au Nord par
la Wilaya de Souk-Ahras, au Sud par la Wilaya d’Oued souf, I’Ouest par la Wilaya d’Oum
Elbouaghi et khenchela et a I’Est par la république tunisienne sur 300 km de frontiere (Figure
11).

1.2.2 Climat
1.2.2.1 Etages bioclimatiques

La région d’étude fait partie du haut plateau tellien de 1’étage bioclimatique semi-aride,
caractérisée par un hiver froid et un été trés chaud avec une température moyenne 16.05°C,

avec un maximum au mois de juillet de 25.9°C et minimum au mois de janvier 6.21°C. cette
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wilaya englobe 28 communes, encadrées par douze dairates. La superficie totale de la wilaya
se divise en quatre groupes homogenes du coté des données climatiques, édaphiques et du

couvert végétal. Elle se distingue par quatre étages bioclimatiques.

36°00°'N

( Souk Ahras
5 A )
¢ 3 2 1
[ ALGERIE | 2
N ) n
P g
\:, Q
N =
= =2
Daira Communes 35°30'N —
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E-?)
El-Kouif 3- Bekkaria m
4- Boulhef Dyr
5- Morsott
Morsott
6- Bir-D’heb
7- El-Malabiod
El-Malabiod
8- Houidjebet
9- El-Aouinet g
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Figure 11: Carte représentative de la localisation géographique et 1’organisation
administrative de la wilaya de Tébessa.
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> Le Sub- humide (400 a 500 mm/an) trés peu étendu il couvre que quelques ilots limités
aux sommets de quelques reliefs (Djebel-Serdies et Djebel-Bouroumane).

> Le Semi-aride (300 a 400 mm/an) représenté par les sous étages frais et froid couvre toute
la partie Nord de la Wilaya.

> Le Sub-Aride (200 a 300 mm/an) couvre les plateaux steppiques de Oum-Ali, SafSaf-El-
Ouesra, Thlidjene et Bir El-Ater.

» L’Aride ou saharien doux (-200 mm/an), commence et s’étend au-dela de L’Atlas

saharien et couvre les plateaux de Negrine et Ferkane.

1.3 Conception d’étude

Notre travail est défini comme une étude transversale, elle était réalisé dans six lieux
différents : Policlinique MANTOURI bachir-Tebessa, Etablissement Hospitalier Tijani
HADDAM -Bir el Ater, Etablissement public de santé de proximité Hay el Djabal -Bir el Ater,
Etablissement Hospitalier Boughrara FOUAD —Ouenza, Etablissement Hospitalier - El
Aouinet, Etablissement public de santé de proximité Rebei AEBID -El Aouinet et dans des

pharmacies privée située a la commune de Cherai et el Hammamet .

Cette étude réalisée dans deux périodes différentes du October 2021 au December 2021
et du Mars 2022 a Avril 2022 . Elle a été menée sur un échantillon de 488 patients, dont toutes
les personnes résidaient ou séjournaient a la wilaya de Tébessa au cours de la période d’étude.
Une investigation ainsi qu’une collecte de données ont été réalisées autour de chaque cas signalé

de brucellose et aussi quelques cas non signalés (non malades).

Les prélévements sanguins (Figure 12) ont été réalisés au niveau de laboratoire et nous
avons utilisé ces sérums (Figure 13) aprés la réalisation des analyses demandés par les
cliniciens. Ainsi, nous avons aussi récolté certaines informations, en suivant un questionnaire

simple et pré-synthétisé (Annexe 01).

\ PRI\
\ V0%

Figure 13: sang prelevé et centrifugé dans des
tubes sec

Figure 12: Prélevements sanguins
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1.4 Population d’étude

La présente etude inclus 488 sujets ; dont

» 177 femmes présentent au niveau de Service de Médecine de femme (M.F) ; Service de
Gynecologie (GYN) ; Service de Poste Opération (P.O.P) ; Service de Médecine général
(M.G) et Service de Médecine traitant (M.T),

» Cing femmes présentent au niveau de pharmacie privée Nouijm Boudjemaa — Cherai,

» 26 femmes présentent au niveau de laboratoire privée El-Hikma pour I’analyses médicales
— cherali,

> Deux femmes présentent au niveau de pharmacie privée Gamadi Henda- EL Hammamet,

» 20 enfants présentent au niveau de Service de pédiatrie (Ped) et de Service Médical
d’Urgence et de Réanimation (M.U.R),

» 226 hommes adultes présentent au niveau de Service Médecine traitant (M. T), Service de
Médecine genéral (M.G) et Service Médical d’Urgence et de Réanimation (M.U.R),

» Quatre hommes présentent au niveau de pharmacie privée Nouijm Boudjemaa—Cherai, et

» 28 hommes présentent au niveau de laboratoire privée El-Hikma pour 1’analyses

médicales- Cherai.

1.5 Méthode sérologique

Tous les sérums obtenus ont été testé via un test EAT, un kit Rose Bengale® fabriqué par
SPINREACT,S.A./S.A.U Ctra.Santa Coloma, 7 E-17176 SANT ESTEVE DE BAS (GI)
ESPAGNE. Nous avons utilise le LOT 050719B REF 1200901 ayant une date d’expiration en
Aolt 2022.

1.5.1 Description, Principe et Caractéristique

La Rose de Bengale est une technique d’agglutination sur lame visant a la détection
qualitative et semi-quantitative d’anticorps anti-Brucella dans le sérum humain. La suspension
bactérienne est colorée et agglutinée avec des anticorps 1gG ou IgM présents dans le sérum du

patient.

Le réactif, compte tenu de sa formulation dans un tampon de pH acide, est capable de

réagir avec des anticorps IgG ou IgM, c’est pourquoi il sera tres utile au diagnostic d’individus
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en phase chronique de la maladie, lesquels présentent un niveau élevé d’anticorps IgG, difficiles

a détecter par la méthode traditionnelle d’agglutination avec tube (Wright).

Dans la méthode qualitative ; une réaction positive se traduit, apres une rotation lente de
la lame, I’agglutination est visible macroscopiquement (a 1’oeil nu), dans un temps n’excédant
pas quatre minutes. Cela, indique la présence d’un niveau significatif d’anticorps dirigés contre
Brucella (titre : > 50UI/ml). Cependant, L’absence d’agglutination est un résultat négatif et
indique I’absence de niveau significatif d’anticorps (titre :<50 Ul/ml d’aprés le prospectus). Un
témoin positif et un témoin négatif sont systématiquement utilisés dans chacune des séries de

réactions. La limite de sensibilité est de 25 Ul/ml.

1.6 Réactifs
Le kit utilisé a des valeurs intrinseques déclarées par le fabricant : 100% pour la sensibilité
du diagnostic et 98 % pour la spécificité du diagnostic.

Le kit commercialisé contient (Figure 14):

» Le réactif RB, Suspension bactérienne Brucella abortus souche S99, dans Tampon
Lactate 1 mol/L, phénol 5 g/L, pH 3,6 (2,5 mL).

» Le kit fourni également : un “Contréle Négatif” - bouchon bleu, sérum animal. et un
“Contrdle Positif” - bouchon rouge, sérum animal avec un contenu d’anticorps anti-
Brucella> 50 UI/mL. Conservateur

» Plaques jetables.

Figure 14: Kit ROSE DE BENGALE
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1.6.1 Autres matériels et réactifs
» Tubes a usage unique.
Gants a usage unique.
Pipettes réglables ou fixes, pouvant mesurer et délivrer 50 pl.
Support de tubes.
Papier absorbant.
Eau distillée.
Centrifugeuse.
Agitateur mécanique rotatif a vitesse réglable a 80-100 r.p.m.

vV V V V V V VYV V

Agitateur Vortex.

1.6.2 Protocole opératoire standard du test EAT
1.6.2.1 Méthode qualitative (Figure 15)
1. Mettre le réactif et les échantillons a température ambiante (étape A). La sensibilité de
I’essai diminue a faibles temperatures.
2. Déposer 50 pL de I’échantillon a tester ( étape B & C) et une goutte de chaque contrdle
Positif et Négatif, sur différents cercles d’une lame (étape D & E).
NB :
v" Il est recommandé d’utiliser le contrdle positif et négatif pour contréler la fonctionnalité
du réactif, ainsi que le modele de comparaison pour I’interprétation des résultats.
v Tout résultat autre que le résultat qui donne le contréle négatif est considéré comme
positif.
3. Mélanger le réactif de RB vigoureusement ou avec I’agitateur vortex avant emploi.
Déposer une goutte (50 pL) pres de chacune des gouttes précédentes ( étape F & G ).
4. Mélanger les gouttes avec un batonnet en tachant d’étaler le mélange sur toute la surface
intérieure du cercle. Employer des batonnets différents pour chaque échantillon (étape
H).
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Figure 15: Etapes de la méthode qualitatif

5. Placer la lame sur un agitateur rotatif & 80 — 100 r.p.m. pendant 4 minutes (Figure 16).

L’exces de temps d’agitation peut causer I’apparition de faux positifs.

Figure 16 : Résultat apres 4 min d’agitation.
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1.6.2.2 Meéthode semi-quantitative
» Réaliser des dilutions doubles de 1’échantillon dans une solution saline 9 g/L.

» Procéder pour chaque dilution comme dans I’essai qualitatif.

1.6.2.3 Lecture et interprétation

Examiner macroscopiquement la présence ou 1’absence d’agglutination immédiatement
apres avoir retiré la lame de 1’agitateur. La présence d’agglutination indique une concentration
d’anticorps anti-Brucella égale ou supérieure a 25 Ul/mL. Dans la méthode semi-quantitative,
le titre est défini comme la plus grande dilution qui donne un résultat positif.

La Lecture et I’interprétation apres 4 minutes, est comme suite :

» Agglutinats en 4 minutes (+) ; formation nette de microagglutinats.

» Agglutinats en 3 minutes (++) ; c’est une agglutination incomplete avec agglutinats de
taille moyenne.

» Agglutinats en 2 minutes (+++) ; c’est une agglutination presque complete ; gros-
agglutination.

> Agglutinats en une minute (++++) ; c’est une agglutination totale.

» L’absence d’agglutinats traduit une reaction négative (-).

1.7 Organisation, présentation graphique et analyse des données

Aprés avoir analysé les sérums, nous avons procédé a I’organisation (calcul de
prévalence individuelle a